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摘要 : WIT WE EEH Rutelidae) 铜绿 丽 金 包 Anomala corpulenta MIREA. exoleta 幼虫 感染 苏 云 金 芽 孢 杆菌 
Bacillus thuringiensis HBF-1 菌株 后 的 病症 , 并 采用 组 织 切片 的 方法 研究 了 感染 HBF-1 菌株 后 中 肠 的 组 织 病理 变化 。 
结果 表明 : 丽 金 包 科 幼虫 感染 HBF-1 菌株 后 ,初期 幼虫 无 明显 感 病症 状 , 随 着 感染 时 间 的 延长 ,逐渐 出 现 反应 迟钝 、 
采 兽 丧失 条 件 反 射 能 力 等 症状 ,最 终 虫 体 变 黑 、 伸 直 或 是 收缩 , 直至 死亡 ,时 间 稍 长 便 会 呈 腐 稠 状 。 在 相差 显微镜 
下 观察 中 肠 组 织 切片 发 现 ,感染 3 4 时, 肠 壁 细胞 出 现 变形 及 空洞 ; 7 d 时 ,细胞 破坏 更 加 严重 , 甚至 无 法 辨认 细胞 
EAR; 10 d 时 , 肠 壁 细胞 开始 脱离 底 膜 ; 新 鲜 死 虫 , 肠 壁 细胞 连同 细胞 内 含 物 全 部 脱离 , 仅 留 底 膜 。 

关键 词 : 铜绿 丽 金 包 ; 黄 褐 丽 金 包 ; Sem m GRÁBGTPES 中 肠 ; 组 织 病理 
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Symptoms of Anomala corpulenta and A . exoleta ( Coleoptera: Rutelidae) 



















































































































































































































































































larvae infected by Bt HBF-1 strain and histopathological changes in their 
midguts 

SONG Jian'; WANG Rong-Yan'; DU Li-Xin', CAO Wei-Ping » ZHANG Hai-Jian'» WANG Jin-Yao'; FENG 
Shu-Liang" , ZHANG Jie, SONG Fu-Ping (1. Institute. of Plant Protection; Hebei Academy of 
Agricultural and Forestry Sciences/IPM Centre of Hebei Province: Baoding» Hebei 071000; China: 2. State 
Key Laboratory of Biology for Plant Diseases and Insects; Institute. of Plant Protection; China Academy of 
Agricultural Sciences; Beijing 100094, China) 

Abstract: The symptoms and histopathological changes in the midguts of Anomala corpulenta and A. exoleta 
larvae infected by Bacillus thuringiensis HBF-1 strain were observed using histopathological slice. The results 
showed that no obvious symptom of the larvae was observed at the beginning of HBF-1 infection. With the time 
increasing» the infected insect appeared inactive: paralyzed and lost its sensitivity to the environment; and 
finally became blackish, straight or shrinked until to death. The results of histopathological obeservations 
under microscope showed that the midgut cells appeared with malformation and vacuolization 3 days after HBF- 
l infection; and were seriously damaged and even destroyed completely 7 days after infection; while the 
epithelium began to deviate from the membrane 10 days after infection. In the newly dead insects; the 
epithelium shed completely together with the endocyte . 


Key words: Anomala corpulenta; Anomala exoleta; Bacillus thuringiensis; midgut; histopathology 





金龟子 幼虫 在 地 下 害虫 种 群 中 占 首位 ,危害 粮 ”果树 等 多 种 植物 。 据 统计 常年 发 生 面积 达 1 亿 
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题 。 近 年 来 ,开发 具有 特异 性 强 、 环 境 友 好 的 、 高 毒 
力 的 防治 药剂 ,尤其 是 生物 杀 虫 剂 或 开发 新 菌株 、 新 
基因 已 成 为 研究 的 热点 。 苏 云 金 芽 孢 杆菌 ( Bacillus 
thuringiensis» Bt) 是 一 种 革 兰 氏 阳 性 芽孢 杆菌 , 其 在 
形成 芽孢 的 过 程 中 产生 杀 虫 伴 孢 晶体 蛋白 
Cinsecticidal crystal proteins，ICPs), 由 于 其 对 目标 害 
虫 高 效 专 一 ,对 非 目 标 生物 安全 ,广泛 用 于 防治 鳞 却 
目 、 双 翅 目 、 畏 翅 目 等 农林 害虫。 
随 着 Bt 的 广泛 应 用 , Bt 的 杀 虫 作用 方式 越 来 越 
受到 人 们 的 关注 。Bt 主要 作用 于 昆虫 的 中 肠 , PE f 
唱 体 在 昆虫 中 肠 酶 液 的 作用 下 溶解 、 活 化 成 毒 蛋白 ， 
作用 于 中 肠 上 皮 细 胞 组 织 , 引 起 中 肠 细胞 裂解 ,中 肠 
WR, Scc: E PG T: OR T^^, 1990)。 早 在 20 世纪 
80 年 代 , 人 们 就 对 感染 Bt 苗 后 昆虫 组 织 的 超 微 结构 
变化 做 过 一 些 研究 。 在 亚 致 死 量 处 理 的 大 粉 蝶 , 电 
镜 切 片 发 现 中 肠 上 皮 细 胞 的 杯 状 细胞 内 液 泡 不 断 增 
加 , 肠 上 皮 细 胞 核 未 见 明 显 的 组 织 病变 (Liithy and 
Ebersold 19822: Æ X W E © IR Choristoneura 
fumiferana. 的 研究 中 却 发 现 对 细胞 核 有 一 定 程 度 的 
作用 , 另外 ,细胞 器 迅速 且 普 遍 呈 现 空 泡 化 (Benz， 
1966)。 但 关于 Bt 作用 于 鞘翅 目 幼虫 后 中 肠 组 织 病 
变 的 研究 没有 报道 。 
我 们 以 河北 省 农林 科学 院 植物 保护 研究 所 筛选 
出 的 对 丽 金 包 科 幼虫 高 毒 力 的 Bt 新 菌株 一 一 HBF-1 
菌株 ( 冯 书 亮 等 , 2000) 为 供 试 菌株 ,用 铜绿 丽 金龟 
Anomala corpulenta 和 黄 褐 丽 金龟 4. exoleta 为 供 试 
虫 , 对 感染 Bt 后 金 包 子 幼虫 的 中 肠 组 织 病理 学 变化 
进行 了 初步 研究 ,结果 整理 如 下 。 


1 材料 与 方法 


1.4 ith 

从 河北 保定 郊区 和 定 州 等 地 采集 铜绿 丽 金色 
A. corpulenta 和 黄 褐 丽 金龟 4. exoleta FEX, Hi, ris |n] E 
内 ,分 别 放 入 30 em x 40 em x 15 em 的 塑料 盒 , 上 






















































































































































































































































































































































































































































































thuringiensis serovar japonensis ) 由 本 实验 室 提 供 。 该 
菌株 对 鞘翅 目 丽 金 怨 科 幼 虫 具 有 较 高 杀 虫 活力 , 特 
别 对 严重 危害 华北 地 区 的 地 下 害虫 铜绿 丽 金色 和 黄 
褐 丽 金 怨 幼虫 具有 较 高 的 杀 虫 活力 ( 王 容 燕 等 ， 
2003). 
1.3” 菌 剂 的 制备 

HBF-1 菌株 接种 到 装 有 普通 细菌 培养 基 ( 牛 肉 
f 0.5%, RAK 1.0%, 葡萄糖 0.3%, NaCl 0.2%， 
琼脂 2% ,pH 7.5) 的 克 氏 壮 中 ,培养 至 孢 晶 分 离 , 将 
菌 体 用 无 菌 水 洗 至 三 角 瓶 中 , 搅 匀 ,过 滤 ,3 000 rpm: 
30 min 离心 , 收集 沉淀 物 并 冰冻 干燥 , 制 成 孢 晶 粉 
剂 。 
1.4 仪器 和 主要 试剂 
普通 摇 床 (PYB 785. 人 工 气候 箱 (LRH-250-GS 
型 )、 离 心机 (TCL-16B 型 )、 万 分 之 一 电子 天 平 
(HANGPIMG FA1104 )、 光 学 相差 显微镜 
(OLYMPUS)、 切 片 机 (KEDEE1508 7295. jt Fr BLCKD- 
P)、 烘 片 机 (KD-H)。 

EAR, EA AI Jk AR Z EA AK 
伊 红 、 加 拿 大 胶 等 (国产 分 析 纯 或 化 学 纯 产 品 )。 
1.5 试 虫 处 理 

配制 浓度 为 30 ug/g 和 60 pg/g EHI HBF-1 fE ih 
粉剂 菌 悬 液 , 加 入 马 铃 暮 丝 (2 mm x 2 mm x 50 mm) 
混 匀 ,连同 菌 悬 液 分 别 倒 入 到 经 紫外 线 处 理 (40 W 
5b) 的 土 中 , HE Fr AJ, 将 马 铃 暮 丝 均匀 的 洒 在 40 
cmx60 em x 15 cm 的 盒子 底部 , 再 在 土豆 丝 上 洒 上 
HIKKE, 厚度 为 10 cm。 将 100 头 10 d 龄 健康 均 
匀 的 铜绿 丽 金 包 幼 虫 接 在 60 yg/g 土 浓度 的 盒子 中 ; 
将 100 3k 10 d 龄 健康 均匀 的 黄 褐 丽 金龟 幼虫 接 在 
30 ug/g 土 浓度 的 盒子 中 ; 在 30% 的 人 工 气 候 箱 中 
感染 饲养 ,分 别 在 感染 的 第 3,7, 10, 14. d, 选择 感染 
症状 明显 的 幼虫 用 作 石 蜡 切 片 ,并 设 未 感染 Bi 的 幼 
虫 中 肠 切片 作 空白 对 照 ,每 处 理 3 头 。 
1.6 中 肠 组 织 石蜡 切片 制作 

采用 常规 光学 切片 制作 方法 , 即 波恩 液 固定 , 乙 























































































































































































































































































































30 cm 高 的 网 纱 的 饲养 笼 中 , 盒 底 放 6~ 8 cm EWA 
土 (含水 量 18%), 饲 喂 新 鲜 榆 树叶 片 ,在 养 虫 室 C26 
+1%C,16L:8D, RH 50% ~ 60%) 中 饲养 。 待 其 产 卵 
后 , 将 卵 挑 出 , 放 在 潮湿 土 中 使 其 旷 化 ; 挑 取 5 SEI 
孵 幼虫 放 入 盛 有 湿 土 的 塑料 盒 (@ 8 cm H 5 cem) 
饲养 , 饲 喂 新 鲜 的 马 铃 暮 块 和 刚 发 芽 的 玉米 , 待 幼虫 
长 到 10 d 龄 后 供 生 测 用 。 

1.2 供 试 菌株 


E 


Jh zx mon [fü RF BP HBF-1 菌株 ( Bacillus 






















































































醇 逐 级 脱水 , 三甲 茶 和 透明, SL, 包 埋 , KEDEEI508 
型 切片 机 切片 , KD-P 7 98 Fr BLA Fr. KD-H 型 烘 片 机 
烘 片 , 苏 木 精 、 伊 红 双 染 色 , 相差 显微镜 观察 , CCD 摄 
像 。 


2 结果 与 分 析 




















2.1 两 种 金 包子 幼虫 感染 Bt 后 的 症状 
两 种 幼虫 感染 Bt 后 ,初期 幼虫 均 没 有 明显 的 染 
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病症 状 。 一 般 在 第 3 4 症状 出 现 ,幼虫 取 食量 减少 ， 
活动 减少 ; 第 7 d. 幼虫 反应 逐渐 迟钝 ,身体 逐渐 收 
缩 ; 随 着 时 间 的 延长 ,到 第 10 — 14 d. 幼虫 反应 极度 
迟钝 逐渐 丧失 反射 能 力 ,身体 伸 直 萎缩 死亡 ,不 久 虫 
体 变 黑 , 最 后 呈 腐 稠 状 。 

在 解剖 时 发 现 , 当 幼 虫 感染 严重 时 , 幼虫 中 肠 比 




































































正常 的 明显 纤细 , 胃 言 襄 逐 渐 消失 , 脂肪 体 逐 渐 减 


2.2 感染 Bt 后 铜绿 丽 金龟 幼虫 中 肠 组 织 病理 学 变 
化 








通过 相差 显微镜 观察 到 未 感染 Bt 的 铜绿 丽 
包 幼 虫 中 肠 肠 壁 细胞 卵 圆 形 , 排列 整齐 致密 (图 
I: 1)。 感 染 3 d 细胞 排列 较 整齐 ,但 细胞 明显 伸 
长 ,变形 ,少数 细胞 出 现 空洞 (图 版 了 : 2); 感染 7 d， 
细胞 严重 破坏 ,排列 杂乱 呈 网 状 , 很 难 辨别 细胞 形态 
CAIRR I: 3); 感染 10 d; Ja PEARL TT AR GA E [8] A 
胞 质 和 细胞 核 向 肠 腔 内 移动 (图 版 了 : 40: 新 鲜 死 
虫 , 肠 壁 细胞 全 部 脱落 , 仅 剩 底 膜 (图 版 [: 5)。 
2.3 感染 Bt 后 黄 褐 丽 金龟 幼虫 中 肠 组 织 病理 学 变 
化 

在 相差 显微镜 下 观察 到 未 感染 Bt 的 黄 褐 丽 金 
包 幼 虫 肠 壁 细胞 椭圆 形 , 排列 整齐 紧密 (图 版 工 ; 
1)。 感 染 3 d, AWHI ERA R I: 2); 感染 
7 d 肠 壁 细胞 变形 , 细胞 间 出 现 空 洞 (图 版 卫 : 3); 
感染 10 qd, 肠 壁 细胞 开始 脱离 底 膜 , 连同 细胞 核 和 旨 
胞 质 向 肠 腔 内 移动 (图 版 : 4); 新 鲜 死 虫 , RES 
胞 全 部 脱落 , 仅 剩 底 膜 (图 版 [[: 5)。 
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3 结论 与 讨论 























许多 研究 者 曾 对 Bt 引起 的 中 肠 病理 变化 进行 
过 研究 , 发 现 中 肠 的 主要 病理 变化 有 : 顶端 微 绒毛 ， 
线粒体 和 细胞 核 肿 胀 ， 内 质 网 宫 泡 化 ,核糖 体 缺 失 ， 
随后 ,细胞 器 和 质 膜 破裂 , 最 终 细胞 内 含 物 随 着 细胞 
一 起 脱落 释放 入 肠 腔 (Ebersold et al., 1977; Endo 
and Nishiitsutsuji-Uwo，1980; Percy and Fast. 1983; 项 
秀芬 等 ，1996)。 在 本 研究 中 也 观察 到 , 肠 壁 细胞 及 
其 内 含 物 最 终 脱离 底 膜 游 离 至 肠 腔 内 的 现象 ,但 纪 
胞 核 未 见 明 显 变化 。 

李 顺 珍 (1984) 报 道 苏 云 金 杆 菌 感染 双 翅 目 幼虫 
的 组 织 病 理 和 细胞 病理 时 ,证明 病理 变化 仅 局 限于 
中 肠 。 王 志 英 等 (1996 年 ) 在 对 松 毛虫 的 病理 研究 
时 ,发 现 除 松 毛 虫 幼虫 的 中 肠 外 ,在 发 病 后 期 还 感染 
其 它 许多 组 织 , 死 于 伴 孢 品 体 引起 的 中 毒 和 菌 体 繁 





































































































































































































































































































殖 造 成 的 败血症 。 本 研究 只 做 了 光学 切片 观察 , 因 
此 存在 一 定 的 局 限 性 ,未 能 观察 到 细胞 内 部 及 其 他 
器 官 的 变化 。 

在 研究 过 程 中 , 笔者 发 现 两 种 金龟 子 幼虫 感染 
HBF-1 菌株 后 , 均 表 现 出 的 取 食 量 减 少 , 活动 减少 ， 
反应 迟钝 等 症状 ,怀疑 可 能 是 由 于 Bt 进入 幼虫 体内 
破坏 了 其 神经 细胞 , 从 而 影响 到 其 神经 系统 。 在 之 
前 的 研究 中 ( 宋 健 等 ,2006) 曾 发 现 Bt 对 昆虫 神经 系 
统 重要 的 酶 一 一 乙酰 胆 碱 酯 酶 有 抑制 作用 , 达到 一 
定 程 度 即 引起 昆虫 死亡 。 因 此 , 明确 Bt 对 两 种 金色 
子 幼虫 的 神经 系统 如 神经 细胞 等 是 和 否 也 具有 破坏 作 
用 将 成 为 我 们 下 一 步 将 要 解决 的 问题 。 
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宋 健 等 : 铜绿 丽 金龟 和 黄 褐 丽 金鱼 幼虫 感染 Bt HBF-1 菌株 后 的 病症 及 中 肠 组 织 
病理 变化 图 版 
SONG Jian et al.: Symptoms of Anomala corpulenta and A. exoleta ( Coleoptera: 
Rutelidae) larvae infected by Bt HBF-1 strain and histopathological changes in their 
midguts Plate I 





铜绿 是 金 他 幼虫 Anomala corpulenta 

V: 术 感 染 Bt 的 中 肠 细 胞 排列 整齐 致密 , 卯 圆 形 ; 细胞 核 体积 大 ,人 也 满 In the untreated A. corpulenta larvae, the midgut cells 
densely collocated with oval shape and big nucleolus; 2: 感染 3 d, 中 肠 细胞 无 明显 被 破坏 现象 ,但 细胞 排列 蓝 松 Three days 
after infection, no sign of the midgut cells to be destroyed appeared, but cells laid out loosely; 3: 感染 7 d, 中 肠 细 胞 受到 严重 破 
IR HERI ZR BL ,无 法 辨认 细胞 形状 Seven days after infection, the midgut cells were destroyed seriously, and disorderly arranged 
and malformated; 4: 感染 10 d, "P If 2 8L E Te] ZH Hbi Ez ^5 32] Mfr HS 3 I 8 , [6] JE I Pe 53 Ten days after infection, the midgut 
cells together with endoeyte like cell nucleus deviated from the membrane and moved to the centre of the intestine; 5; 新 鲜 死 虫 ,中 
is Ap éE , 仅 剩 底 膜 In the newly dead larvae, the midgut cells shed, and only the membrane was left. 


宋 健 等 : 铜绿 丽 金 龟 和 黄 褐 丽 金龟 幼虫 感染 Bt HBF-1 菌株 后 的 病症 及 中 肠 组 织 
病理 变化 图 版 I 
SONG Jian et al.: Symptoms of Anomala corpulenta and A. exoleta (Coleoptera: 
Rutelidae) larvae infected by Bt HBF-1 strain and histopathological changes in their 
midguts Plate |l 








黄 褐 丽 金龟 幼虫 Anomala exoleta 
1: 未 感染 Bt 的 中 肠 细胞 排列 整齐 致密 ,椭圆 形 ; 细胞 核 体 积 大 ,饱满 In the untreated A. exoleta larvae, the midgut cells densely 
collocated with oval shape and big nucleolus; 2: 感染 3 d, 中 肠 细胞 无 明显 被 破坏 现象 ,但 细胞 排列 玖 松 Three days after infection, 
no sign of the midgut cells to be destroyed appeared, but cells laid out loosely; 3: 感染 7 d, 中 肠 细胞 受到 严重 破坏 哇 网 状 , 与 底 膜 
问 有 较 大 空洞 ,排列 杂乱 ,无 法 准 认 细胞 形状 Seven days after infection, the midgut cells were destroyed seriously, and were found 
with reticulation and malformation; 4; 感染 10 d, 中 肠 细 胞 连同 细胞 核 等 物质 开始 脱离 底 膜 ,向 肠 腔 内 移动 Ten days after 
infection, the midgut cells together with endocyte like cell nucleus deviated from the membrane and moved to the centre of intestine; 5: 新 


鲜 死 虫 , 中 肠 细 胞 完全 脱落 , 仅 剩 底 膜 In the newly dead larvae, the midgut cells shed, and only the membrane was left. 
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